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Mutierter OKT3-Antikorper 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
HIOOA mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
Verwendung. 

0KT3 ist ein aus IVlaus stammender monoklonaler Antikorper vom IgG 2a-Typ, 
der ein Epitop einer £-Untereinheit des menschlichen CD3-Komplexes erkennt 
(Kung et ah, Science 206, S. 347-349 (1979); Van Wauwe et aL, J. Immunol. 
124, S. 2708-2713 (1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, S. 947-950 
(1 989)). Das Verfahren, den monoklonalen Antikorper aus dem entsprechenden 
Hybridom zu erhalten, ist in diesen Druckscliriften im Detail beschrieben. Aufier- 
dem wurde die 0KT3 produzierende Hybridomazellinie am 26. April 1979 unter 
der ATCC-Nummer CRL 8001 bei der American Type Culture Collection, 1 2301 
Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 von der Inhaberin des EP-Patents 0 018 
795 hinterlegt. 0KT3 wird seit langem benutzt, um eine T-Zellantwort zu unter- 
drucken und dadurch die AbstoRung von Transplantaten zu verhindern (Thist- 
lethwaite et al., Transplantation 38. S. 695-701 (1984); Woodle et al., Trans- 
plantation 51, S. 1207-1212 (1991)). Andererseits kann durch 0KT3 auch eine 
T-Zell-Aktivierung und Proliferation ausgelost werden, die Effektorzellen anregt, 
was bei der adoptiven Krebs-lmmuntherapie eingesetzt werden kann (Yannelly 
et al., J, Immunol. Meth. 1, S. 91-100 (1990)). 0KT3 wurde sowohl alleine als 
auch als Komponente eines bispezifischen Antikorpers eingesetzt, um cytotoxi- 
sche T-Lymphozyten gegen Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen zu richten 
(Nitta et al., Lancet 335. S. 368-376 (1990); Sanna et al., Bio/Technology 13, 
S. 1 221-1 224 (1 995)). AuBerdem sind auch humanisierte Versionen des 0KT3- 
monoklonalen Antikorpers, die in COS-Zellen exprimiert wurden, bekannt (Wood- 
le et al., J. Immunol. 148 , S. 2756-2763 (1992); Adair et al., Human. Antibod. 
Hybridomas, S. 41-47 (1994)). Bisher bestand aber das Problem, daB 0KT3 
keine ausreichende Stabilitat aufweist und inbesondere sich nicht in bekannten 
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rekombinanten Expressionssystemen stabil und in genugender Menge exprimie- 
ren laBt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, 0KT3 rekom- 
5 binant zu exprimieren und einen Antikorper zu erhalten, der eine befriedigende 
Stabilitat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche gelost. 

10 Von den Erfindern wurde gefunden, daB durch Einbringen einer Punktmutatlon 
an Position H100A der Aminosauresequenz von 0KT3 die Stabilitat um ein 
Vielfaches zunimnnt. Diese Punktmutation betrifft den Austauch von Cystein 
gegen eine andere polare Aminosaure, bevorzugt Serin, in der Aminosaurese- 
quenz von 0KT3. 

15 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Antikorpers wird von mRNA aus frisch 
subklonierten Hybridomazellen von 0KT3 ausgegangen. Die cDNA wird nach 
den dem Fachmann bekannten Methoden, die beispielsweise in Dubel et al., J. 
Immunol. Methods 175 , S. 89-95 (1994) beschrieben wurden, hergestellt. Die 

20 fiir die variable Domane der leichten Kette kodierende DNA kann mittels PCR 
unter Verwendung geeigneter Primer, z.B. mittels der Primer Bi5 and Bi8, die an 
den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /f-Kette und die "Frame- 
work 1 (FRl)-Region der variablen Domane der/c-Kette hybridisieren, hergestellt 
werden (Diibel et a!., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, die fur die 

25 variable Domane der schweren Kette codiert, konnen beispielsweise der Primer 
Bi4, der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K-Kette 
hybridisiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1- 
Region der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al.. Tumor Targeting 1, S. 
107-1 14 (1995), verwendet werden. 

30 

Die amplifizierte DNA wird danach in einen fiir die Sequenzierung und fur "site- 
specific mutagenesis" geeigneten Vektor, wie er dem Fachmann bestens be- 
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kannt sind, inseriert. Beispielsweise kann der von der Firma Stratagene ver- 
triebene Vektor pCR-Skript SK( + ) verwendet werden. Mutationen werden in der 
von 0KT3 stammenden Vn-Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific 
mutagenesis") eingebracht. Die dafur notwendigen Bedingungen sind denn 
Fachmann bekannt, beispielsweise auch in Kunkel et al., Meth. Enzynnol. 1 54 . 
S. 367-382 (1987) beschrieben. Die Anninosauresubstitution an der Position 
HIOOA von 0KT3 (Austausch von Cystein) wird geeigneterweise unter Ver- 
wendungdesPrinnersSKl 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC durchgefiihrt, 
falls ein Austausch gegen Serin an dieser Position ausgefuhrt werden soil. 

Die so veranderte DNA kann danach in einen Vektor bzw. Expressionsvektor 
kloniert werden. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
Expressionsvektors sind dies pGEMEX, pUC-Derivate oder pET3b. Fur die Ex- 
pression in Hefe sind z.B. pYlOO und Ycpad 1 zu nennen, wahrend fur die Ex- 
pression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugege- 
ben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculo- 
virus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-1 . Die Expression in E. coli ist erfindungs- 
gemaR bevorzugt, wofur vorzugsweise der in Fig.1 gezeigte Vektor pH0G21 
(Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196, S. 51-62 (1996) eingesetzt wird, 
worin das mutierte 0KT3-Einzelketten{scFv)-Gen als Ncol/BamHI DNA-Fragment 
insertiert ist. Es kommt zur Expression eines an der Position 100 A (Kabat- 
Nummerierungssystem) mutierten einzelkettigen Antikorpers 0KT3, der die in 
Fig. 2 gezeigte Sequenz aufweist. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine in einem Expressionsvektor vor- 
liegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coli- 
Stamme HB101, DH1, x1776, JMIOI, JM109, BI21 und SG 13009, den 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 3T3, FMSA, 
CHO, COS, Vero und Hela sowie die Insektenzellen sf9. Bevorzugt ist die Ver- 
wendung der von der Firma Stratagene vertriebenen XLI-Blue E. coli-Zellen. 

Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine DNA in einen Expressionsvektor 
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inseriert werden mufl. Ihm ist auch bekannt, dalS diese DNA in Verbindung mit 
einer fCir ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden inseriert werden kann, so 
6aQ> die DNA in Fornn eines Fusionsproteins exprimiert werden kann, beispiels- 
weise in Fornn eines His-Fusionsproteins. Die dafur notwendige Infornnation ist 
im vorzugsweise verwendeten Plasmid pH0G21 enthalten. Welter kann die 
mutierte Form von 0KT3 in Form eines bispezifischen Antikorpers, z.B. in 
Verbindung mit einem Antikorper gegen menschlichen CD1 9-Komplex vorliegen. 
Die Sequenz eines solchen bispezischen Antikorpers ist in Fig. 3 gezeigt. 

ErfindungsgemalSe Antikorper zeichnen sich dadurch aus, daB sie mittels rekom- 
binanter Methoden in ausreichender Menge hergestellt werden konnen und eine 
im Vergleich zum unmutierten monoklonalen Antikorper 0KT3 groBere Stabilitat 
aufweist. Diese auBert sich beispielsweise darin, dalS der mutierte Antikorper 
auch noch nach einem Monat Lagerung bei 4°C in PBS kaum von seiner ur- 
sprunglichen Bindungsaffinitat eingebiilSt hat, wohingegen 0KT3 unter diesen 
Bedingungenbereits deutlich an Bindungsaffinitat verloren hat (46%). AuBerdem 
hat der erf indungsgemaBe Antikorper den Vorteil, daB er als Einzelkettenantikor- 
per (scFv) eine schnellere Blut-Clearance und eine bessere Tumorpenetration 
aufweist. Weiter sind ScFv's sehr nutzliche Molekiile, um Arzneistoffe, Toxine 
Oder Radionuklide an Tumorstellen zu bringen, was in der Tumordiagnostik und - 
therapie wichtig ist. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

Fig. 1: Plasmid pH0G21 

wobei die verwendeten Abkurzungen f olgende Bedeutungen haben: 
Ap*^: Ampicillin-Resistenzgen 

c-myc: Sequenz codierend fur ein Epitop, das durch 
den monoklonalen Antikorper 9E1 0 (Cambridge 
Research Biochemicals, Cambridge, GroBbritan- 
nien) erkannt wird 

ColEl : Ursprung der DNA-Replikation 
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fl IG: Intergene Region des fl-Phagen 

HiSgi Sequenz codierend fur 6 Histidinreste 

linker: Sequenz codierend fur 1 7 Aminosauren, die die 

Vh- und VL-Domane verbindet 
pelB: Signalpeptidsequenz fur bakterielle Pektatlyase 

P/0: Wildtyp-Lac-Promotor/Operator 



10 



Fig. 2: Nukleotid- und abgeleitete Anninosauresequenz des nnutierten 
OKTS-Einzelkettenantikorpers 

Fig. 3: Bispezifischer Antikorper zusammengesetzt aus mutiertenn 0KT3 
und anti-CD19 



1 5 Die Erfindung wird waiter anhand des Beispiels eriautert. 

BEISPIEL 1 : Herstellung eines erfindungsgemaKen Antikorpers 

Die Isoloation von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von 0KT3 
20 und die cDNA-Synthese wurde, wie in "Diibel et al., J. Immunol. Methods 1 75 , 
S. 89-95 (1994)" beschrieben durchgefuhrt. Die fur die variable Domane der 
leichten Kette kodierende DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
Bi5 and 818, die an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette 
und die "Framework 1 {FR1)-Region der variablen Domane der /c-Kette hybridis- 
25 ieren, hergestellt (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, 
die fur die variable Domane der schweren Kette codiert, wurde der Primer Bi4, 
der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K-Kette hybri- 
disiert (Diibel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1 -Region 
der schweren Kette hybridisiert {Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 107-1 14 
30 (1995), verwendet. Das 50 //I Reaktionsgemisch enthielt 10 pmol jedes Primers 
und 50 ng Hybridoma cDNA, 100 //M jedes der dNTPs, 1x Vent-Puffer (Boehrin- 
ger Mannheim), 5 //g BSA und 1 U Vent DNA-Polymerase. Es wurden 30 Zyklen 
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je 1 Minute bei 95°C, 1 Min. bei 55°C und 2 Minuten bei 75°C in einem PCR- 
Thernnozykler durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurde mit einenn QIA-quick 
PCR-Reiningungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt. 

5 Die annplifizierte DNA wurde danach in den von der Firma Stratagene vertriebe- 
nen Vektor pCR-Skript SK( + ), der nnit denn Restriktionsenzynn Srfl geschnitten 
worden war, "blunt-end" ligiert. Mutationen wurden in der von 0KT3 stammen- 
den v^-Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific mutagenesis") 
eingebracht (Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154, S. 367-382 (1987)). Die 
10 Aminosauresubstitution an der Position H100A von 0KT3 (Austausch von 
Cystein gegen Serin) wurde unter Verwendung des Primers SKI 5'-GTAGT- 
CAAGGCTGTAATGATCATC durchgefiihrt. 

Fur die Expression der erhaltenen mutierten DNA wurde der in Fig.1 gezeigte 

15 Vektor pH0G21 (Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196 . S. 51-62 (1996) 
eingesetzt, worin das mutierte 0KT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI 
DNA-Fragment inseriert ist. XLI-Blue E. coli-Zellen (Stratagene) wurden mit 
diesem Expressionsvektortransformiert und iiber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 
A/g/ml Ampicillin und 100 mM Glucose (2xYTqJ bei 37 °C wachsengelassen. 

20 Verdunnungen (1:50) der Ubernachtkulturen in 2xYTga wurden bei 37°C unter 
Schuttein bei 37^C wachsengelassen. Sobalddie Kulturen ODq^q = 0,8 erreich- 
ten, wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1500 g fur 10 Minuten and 
20°C pelletiert und im gleichen Volumen frischem 2xYT-Medium enthaltend 
50/7g/ml Ampicillin und 0,4 M Sucrose resuspendiert. Es wurde IPTG auf eine 

25 Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt und das Wachstum bei Raumtempera- 
tur fur 20 Std. fortgesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000g fur 
10 Minuten und 4°C geerntet. Der Kulturuberstand wurde auf Eis aufbewahrt. 
Um losliche peripiasmatische Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten 
Bakterien in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, 20% Sucrose, 1 mM EDTA, pH 8,0 (5% 

30 des Ursprungsvolumens) aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis 
mit gelegentlichem Ruhren wurden Spheroplasten bei 30000 g fur 30 Minuten 
und 4°C abzentrifugiert, wobei der losliche peripiasmatische Extrakt als Uber- 
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Stand und die Spheroplasten plus unlosliches periplasmatisches Material als 
Pellet anfielen. Der vorstehend auf Eis aufbewahrte Kulturuberstand und der 
losliche periplasmatische Extrakt warden kombiniert und durch eine zusatzliche 
Zentrifugation (30000 g, 4^C, 40 Min.) geklart. Nach Filtrationen durch Glasfil- 
5 ter mit einer PorengroBe von 10-16 jjm und dann 0,2 //m wurde das Volumen 
10-fach durch Konzentration mit Amicon YM10 Membranen (Amicon, Witten). 
Der konzentrierte Oberstand wurde durch Zentrifugation geklart und gegen 50 
mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 bei 4°C dialysiert. Immobilisierte Metall-Affini- 
tatschromatografle (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule 

10 von chelatisierender Sepharose (Pharmacia) beladen mit Ni^^ und equilibriert mit 
50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) durchgefuhrt. Auf der Saule 
adsorbiertes Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM imidazol, 
pH 7,0 eluiert. Nach Pufferwechsel zu 50 mM MES, pH 6,0 wurde das Protein 
weiter auf einer Mono S lonenaustauschsaule (Pharmacia) gereinigt. Der erfin- 

15 dungsgemafle gereinigte scFv-Antikorper wurde in PBS (15 mM Natrium- 
phosphat, 0,15 M NaCI, pH 7,4) dialysiert. Fiir einen langere Aufbewahrung 
wurde der Antikorper in Anwesenheit von BSA (Endkonzentration 10 mg/ml) 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 



20 
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10 2) 
3) 

15 

4) 

20 



Monoklonaler Antikorper gekennzeichnet durch einen Austausch von Cy- 
stein gegen eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers 0KT3. 

Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB die polare Amino- 
saure Serin ist. 

Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB dieser die in Fig. 2 angegebene Sequenz aufweist. 

Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers nach einem der 
Anspriiche 1 bis 3 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von 
0KT3 und Umschreibung zu cDNA 

b) Amplifikation der fur die variablen Domanen der leichten und 
schweren Kette kodierenden DNA mittels PGR unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

c) Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur gerichteten 
Mutagenese geeigneten Vektor sowie Einfuhrung der gewunschten 
Mutation unter Verwendung geeigneter Primer, 



30 



Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in einem Expres- 
sionsvektor und Expression in einem geeigneten Expressionssy- 
stem. 
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5) Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) verwendeten Primer 
Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 

6) Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) verwendete 
5 Vektor pCR-Skript SK( + ) ist. 

7) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, wobei in Schritt c) der 
Primer SKI 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC verwendet wird. 

10 8) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, wobei der in Schritt d) ver- 
wendete Expressionsvektor pH0G21 ist. 

9) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, wobei die Expression in 
XLl-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 
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10) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 zur Verminderung oder Ausschaltung einer TransplantatabstoBung 
durch einen Organtransplantatempfanger. 



20 



11) 



Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 in der Tumordiagnostik oder -therapie. 
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EcoRI RBS PelB leader 

131 GAATTCATTAAAGASGAGAAATTAACCATGAAATACCTATTGCCT 

l^MKYLLPTAAAG 
Pstl 

Ncol ♦ Pvull VH anti-CD3 

192 TGCTGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCT^ 
12>h LLLAAQPAMAQVQLQQSGAE 

Frame-H1 

254 CTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGC?yVGGCTTCTG^^^ 
33^LARPGASVKMSCKASGYTFT R 
CDR-H1 Frame-H2 
316 GTACACGATGCAC TGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGgA.TTGGA'IV^^ 
53 ► Y T M HWVKQRPGQGLEWIGY 

CDR-H2 

375 TTAATCCTAGCCGTGGTTATACTAATTACAATCAGAAGTTCAAGGAC AAGGCCA 
73^INPSRGYTNYNQKFKDKA 
Frame-H3 

429 CATTGACTACAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTGAGCAGCCTGACATCTGAG 
91^TLTTDKSSSTAYMQLSSLTSE 
Pstl CDR-H3 
491 GACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAG AT ATT AT G AT GAT C A TT AC AGC C TTGAC T AC 
112^ DSAVYYCARYY DD HY S LDY 

Frame-H4 CH1 Hindlll Vol linker 

548 TGGC-GCCAAGGCPiCa\CTCTCACAGTCTCCTC AGCCAAAAa\ACACCC AAGCTT GAAG^ 
131^ WGQGTTLTVSS. AKTTPKLEEG 

EcxiRV 

Mlul VL anti-CD3 Frame-L1 
610 TGAATTTTCAGAAGCACGC GTAGATATCGTGCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCAT 
151^ EFSEARVDIVLTQSPAIMSA 

Pstl CDR-L1 
672 CTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGC AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGA 
172^S PGEKVTMTCSAS S SVSYM 

Frame-L2 CDR-L2 
729 ACTC-GTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATGGATTTAT GACACATCCAAA 
191^N WYQQKSGTSPKRWIYD T S K 

Frame-L3 

788 CTGGCTTCT GGAGTCCCTGCTCACTTCAGGGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTC 
211> L A S GVPAHFRGSGSGTSYSL 

CDR-L3 

848 ACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGC CAGCAGTQGAGTAG 
231^ TISGMEAEDAATYYCQ Q W S S 

Frame-L4 C kappa 

907 T AAC C C ATTC AC G TTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACC 
250> N. P F TFGSGTKLEINRADTAP 

BamHI c-myc epitope His6 tail 

967 A^rT GGATCC GAACAA^-GCTGATCTCAGAAGAAGACCTAA ACTC AC^TCACCATCACCATC 
270^ TGSEQKLISEEDLNSHHHHH 
Xbal 

1029 ^TAATCTAGA 
291 ►h . 



Fig. 2 
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EcoRI RBS PelB leader 

1 GAATTCATTAAA GAGGAGA AATTAACCAT GAAATACCT ATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCTTGCTG 

l^MKYLLPTAAAGLL 
Ncol ♦ VH antl-CD3 Frame-H1 
67 CTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGGG^ 
14^LLAAQPAMAQVQLQQ SGAELAR 

CDR-H1 

134 CTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTO 
36^PGASVKMSCKASGYTFT R Y T M H 

Frame-H2 CDR-H2 
•198 C TGGGTAAAACAGAGGCCTGGAC^GGGTCTGGAATGGATTGGA T AC ATT AATC CT AG C C G TGG 
57^ WVKQRPGQGLEWIGY I N P S R G 

Frame-H3 

261 TTATACTAATTACAATCAGAAGTTCAAGGACA AGGCCACATTGACTACAGACAAATCCTrCA 

78^ YTNYNQKFKDKATLTTDKSS 
323 GCACAGCCTACATGCAACTGAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTG^ 
99^STAYMQL S S LTS E D S AVYYCAR Y 
CDR-H3 Frame-H4 
390 TTATGATGATCATTACAGCCTTGACTAC TGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAG 
121^ YD D H Y S LDYWGQGTTLTVSS 
CH1 Linker VL antl-CD19 Frame-L1 

452 CCAAAACAACACCCA AgCTTGGCGgTCATATCTTGCTCACCCAAACTCCAGCTTCTT^ 
142^ A KTTPK L G GDILLTQTPASLAV 

CDR-L1 

517 TCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGC AAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGA 
164^ SLGQRATISCKA S Q S V DY D G D 

Frame-L2 

579 TAGTTATTTGAAC TGGTACCAACAGATTCCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTAT GATGCA 
184^ S Y L NWYQQIPGQP PKLLIYD A 

CDR-L2 Frame-L3 
643 TCCAATCTAGTTTCT GGGATCCCACCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTC^ 
206^ S N L V S GIPPRFSGSGSGTDFT 

CDR-L3 

707 TCAACATCCATCCTGTGGAGAAGGTGGATGCTGCAACCTATCACTGT CAGCAAAGTACTGAGGA 
227^L NIHPVEKVDAATYHCQ Q S T S D 

Frame-L4 C kappa NotI 

771 T CCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTCMSeX 
248^ PWTFGGGTKLEIKRADAAAAGS 
c-myc epitope His6 tail Bgill 

838 GAACAAAAGCTGATCrCAGAAGAAGACCrAAACTCA CATCACCATCACCATCACT AAAGAT 
271^ E Q K L I S E E D L NSHHHHHH • 
899 cr 
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Bglll RBS Pel B leader 

1 AGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACCATGAAATACCTATTGCCTACGC^ 

l^MKYLLPTAAAGL 
Ncol ♦ VH anti-CD19 Frame-H1 
65 TGCTGCTGGCAGCTGAGCCGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCT^ 
13^LLLAAQPAMAQVQLQQ SGAELV 

CDR-H1 

129 GAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGCTATGCAOT 
34^ RPGSSVKISCKASGYAFSS Y W 
Frame-H2 

192 GATGAAC TGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGTCTTGAGTGGATTGGA CAGATTTGG^ 
55> MNWVKQRPGQGLEWIGQ I W P 
CDR-H2 

253 GGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGT AAAGCCACTCTGACTGCA 
76>G D G D TN Y N G K F K GK'ATLTA 
Frame-H3 

310 GACGAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTA.GCATCTGAGGACTCTGCGGTCT 
95^DESSSTAYMQLSSLASEDSAV 

CDR-H3 

374 ATTTCTGTGCAAGA CGGGAGACTACGACGGTAGGCCGTTATTACTATGCTATGGACT 
116^Y FCARRETTTVGRYYYAMD 

Frame-H4 CH1 Linker 

431 ACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA GCCAAAACAACACCC AAGCrTGGCgG^ 
135^Y" WGQGTSVTVSSAKTTPK L G G 

VL anti-CD3 Frame-L1 
493 GATATCGTGCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGA 
156^ DIVLTQSPAIMSAS PGEKVTM 
CDR-L1 Frame-L2 
557 CCTGC AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGAAC TGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACC 
177^T CSA S S SVSYMNWYQQKSGT 

CDR-L2 

616 TCCCCCAAAAGATGGATTTAT GACACATCCAAACTGGCTTCT GGAGTCCCTGCTCACT 
i97^ SPKRWIYD T S K L A S GVPAHF 
Frame-L3 

676 AGGGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCGGCATGGAGGCT^^ 
217^ RGSGSGTSYSLTISGMEAEDA 

CDR-L3 Frame-L4 
740 CCACTTATTACTGC CAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGT TCGGCTCGGGGACAAAG 
238^A TYYCQQWS SN P F TFGSGTK 

C kappa c-myc epitope 

799 TTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACCAACT GGATCCGAACAAaA 
258^ LEINRADTAPTGSE Q K L I S E 

His6 tail Xbal 
859 GAAGACCTAAACTC ACATCACCATCACCATCAC TAATCTAGA 
218> EDLNSHHHHHH* 



Fig. 3 (Fortsetzung) 
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Ini Clonal AppUeaiien No 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 5 C07K16/28 A61K39/395 G01N33/577 G01N33/574 




Accorrjing to intomatlonai Patent Classification! I PC) or to both nationat dassitieation and IPC 




B. FIELDS SEARCHED 


Mrnimum oocumemation searcneo (ciassdieaiion system toiiowao oyciassmcation symoois) 

IPC 6 C07K 


Documamation saarcned other than minimum oocumentation to tne extent tnat sucn aocuments are included in the fields searcneo 


Electronic data oase consuneo dunng tne international searcn (name oi data base ana. wnere practical, searcn tsrms useo) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation ot document, with indication, wnere appropnate. of the relevant passages 


RMvam 10 Claim No. 


X 


S. KIPRIYANOV ET AL.: "Two amino acid 
mutations in an anti -human CD3 
single-chain Fv antibody fragment that 
affect the yield on bacterial secretion 
but not the affinity." 
PROTEIN ENGINEERING, 

vol. 10, no. 4, April 1997, pages 445-453. 

XP002079905 

Oxford, GB 

see the whole document 


1-11 
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|]( j Patent family members are usted in annex. 


* Special categories of citea documents : 

"A" document defining the general state of the an wnicn is not 
considered to be of panicular relevance 

"E" earner aocument but published on or after the mtemanonal 
ttung data 

"L" document which may throw doubts on pnorrty claim(s) or 
wnicft IS ated to establish the pubitcationdate of another 
citation or other special reason (as specified) 

"0" documertt retemng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published pnor to the international hling data but 
•aier than the pnority date ctaimeo 


T" later document outJlisfied after the imemationat fiKng date 
or pnonty data and not in conflict with tne application but 
cited to understand the pnncpie or tneory unoeriymg the 
inverttion 

'X' document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be constdofed novel or cannot be considared to 
invoiva an inventive step when the document m taken atone 

'Y* documem of particular relevance: the claimed invemion 
eartnot be considered to involve an inventive step when the 
documerrt is comotned with one or more other sucn docu- 
mems. sucn combination being oovious to a person sKtiled 
in tt)e an. 

"&* documem member of the same patent family 


Date ot the actual completion or themternationai searcn 


Date ot mailing ot the international searcn repon 


7 


October 1998 


21/10/1998 




Name ana mailing address ot the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 PatenUaan 2 
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Int tionai Application No 




PCT/DE 98/01409 


C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 


Citation of document, with indication.where appropriate, of ttie relevant passages i 


=lelevant to claim No. 


A 


S. KIPRIYANOV ET AL.: "Rapid detection of 


1-11 




recombinant antibody fragments directed 






against cell-surface antigens by flow 






cytometry. " 






JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 






vol. 196, no. 1, 13 September 1996, pages 






51-62, XP002079906 






Amsterdam NL 

ftlllw Vl Ulll } Ills 






cited in the application 






see "Material & Methods" 




A 


S DUPEL ET AL • "Isolation of IqG 


1-11 




antibody Fv-DNA from various mouse and rat 






hybridoma cell lines using the polymerase 






rhain rpartion with a simnle set of 






nrimpr*^ " 






JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 






vol, 175, no, 1, 30 September 1994, pages 






89-95, XP002079907 
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see tables 
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1-11 




U.S.A.) 22 December 1994 






see table 8 
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A 
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see the whole document 




A 


D, KROON ET AL.: "Identification of sites 
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of degradation in a therapeutic monoclonal 






antibody by peptide mapping." 






PHARMACEUTICAL RESEARCH, 






vol. 9. no. 11, November 1992, pages 






1386-1393, XP002079908 






Stuttgart, Deutschland 






see the whole document 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intenutional application No. 
PCT/DE98/01409 



Box I Obserrations where certain claims were found unsearcliable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreporthas not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) forthe followingreasons: 
1. r>(| ClaimsNos.: 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

See Additional Matter PCT/ISA/210 



2. I I ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . rj As ail required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . 1^ As all searchable claims could be searched without effort justi fying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additioiLal fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
^— ' restricted to the invention fust mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Fomi PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 
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International application No. 

PCT/DE98/01409 



Although Claims 10 (fully) and 1 1 (in part) relate to a method for treatment of the human or 
animal body, and although Claim 11 (in part) relates to a diagnostic method which is carried 
out on the human or animal body, the search was carried out and was based on the cited 
effects of the compound/composition. 



Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



In itlonal Application No 

PCT/DE 98/01409 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 


date 


WO 9429350 A 


22-12-1994 


US 


5747654 A 


05-05-1998 






AT 


169932 T 


15-09-1998 






AU 


682705 B 


16-10-1997 






AU 


7246494 A 


03-01-1995 






CA 


2164984 A 


22-12-1994 






DE 


69412614 D 


24-09-1998 






EP. 


0703926 A 


03-04-1996 






JP 


9502862 T 


25-03-1997 



WO 9428027 


A 


08-12-1994 


AU 


7098094 A 


20-12-1994 








CA 


2163989 A 


08-12-1994 








EP 


0700402 A 


13-03-1996 








JP 


9501824 T 


25-02-1997 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In ationales Aktenzeiehen 

PCT/DE 98/01409 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K16/28 A61K39/395 601N33/577 G01N33/574 



Nach der Internationalen PatentWassilikation (IPK) Oder nach der natlonalen Klassifikalion und dertPK 



B. BECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystom und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprulstotlgehorende VeroHentlichungen. soweit dieseunter die recherchierten Gebiete lallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Oatenbank (Name der Datenbank und evtl. ven/vendete Suchbegrifte) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie^ Sezeichnung der VeroHentllchung, soweit eriorderlich unter Angabe der in BelracW kommenden Telle 



Betr. Anspnich Nr. 



S. KIPRIYANOV ET AL.: "Two amino acid 
mutations In an anti-human CD3 
single-chain Fv antibody fragment that 
affect the yield on bacterial secretion 
but not the affinity." 
PROTEIN ENGINEERING, 

Bd. 10, Nr. 4, April 1997, Seiten 445-453, 

XP002079905 

Oxford, GB 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 
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m 



)( Weitere Verbltentllchungen smd der Fortsetzung von Feld C zu 
' entnehmen 



Siehe An hang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffenlllchungen : 
"A" Veroftenttfchung, die den allgememen Stand der Technik definlert, 
aber nicht als Desonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



aiteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroftentlicht worden ist 



■T' 



"X" 



"L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Varotfentlichungsdatum etner 
anderen im Recherchenbericht genannten Verottentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wis 
ausgetuhrt) 

X)' Verottentlichung. die sich auf eine mOndliche Oftenbamng. 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MafBnahmen bezieht 
T" Verottentlichung. die vor dem iniemationale n Anme idedaium, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum verdttentiicht worden ist * 



SpAtere Verottentlichung, die nach dem internationalen AnmekJedatum 
Oder dem Priohtatsdatum verottentUcht worden Ist und mit der 
Anmeldung nicht Kotlidiert, sondem nur zum Verstdndnis des der 
Erflndung zugrundetiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegendsn 
Theorle angegeban ist 

' Verottentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann allein aufgrund dieser Verottentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhand betrachtet werden 

' Verdttentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erf Inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verottentlichung miteiner Oder mehreren anderen 
Verottentlichungen dieser Kategorie in Verblndui^ gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

' Veroffentlichung. die Mitglied dersalbenPatantfamHie Ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



7. Oktober 1998 



Absendedatum des internationalen Recherchenbertchts 



21/10/1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt. P.O. 5818 Patenttaan2 
NL • 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (4.31-70) 340-3016 



eevolimSchtlgter Bedlensteter 



Nooij, F 
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INTERNATIONALER RECHERCaiENBERICHT 



In atjonales Akterueichen 

PCT/DE 98/01409 



C.<Fortset2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle ' Bezeichnung der VerdHdntllchung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



S. KIPRIYANOV ET AL,: "Rapid detection of 
recombinant antibody fragments directed 
against cell-surface antigens by flow 
cytometry. " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 

Bd. 196, Nr. 1, 13. September 1996, Seiten 

51-52, XP002Q79906 

Amsterdam, NL 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe "Material & Methods" 

S. DUPEL ET AL,: "Isolation of IgG 
antibody Fv-DNA from various mouse and rat 
hybridoma cell lines using the polymerase 
chain reaction with a simple set of 
primers . " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 

Bd. 175, Nr. 1, 30. September 1994, Seiten 

89-95, XP002079907 

Amsterdam, NL 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Tabellen 

WO 94 29350 A (THE GOVERNMENT OF THE 
U.S.A.) 22. Dezember 1994 
siehe Tabelle 8 
siehe Anspruche 

WO 94 28027 A (ARCH DEVELOPMENT 
CORPORATION) 8. Dezember 1994 
siehe das ganze Ookument 

D. KROON ET AL.: "Identification of sites 
of degradation in a therapeutic monoclonal 
antibody by peptide mapping," 
PHARMACEUTICAL RESEARCH, 
Bd. 9, Nr. 11, November 1992, Seiten 
1386-1393, XP002079908 
Stuttgart, Deutschland 
siehe das ganze Dokument 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 



Foimblan PCT/1&A/210 (Fortsecung von Blan 2) (Juti 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



.lernationaies Aktenzeichen 

PCT/DE 98/01409 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortseizung von Punkt 1 auf Blatt 1 



Gema3 Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht ersteilt: 

1 . [Y] Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstdnde beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verptllchtet ist. ndmlich 

siehe Weitere Angaben PCT/ISA/210 

2. Anspruche Nr. 

well sie sich aul Telle der internatlonalen Anmeldung bezrehen. die den vorgeschriebenen Anlcrderungen so wenig entsprechen. 
dafl eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namtich 



3. I ~] Anspruche Nr. 

well es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaQt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheittichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale RecherchenbehOrde hat festgestellt. daB dtese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . Da der Anmeider alle erforderiichen zusatziichen Recherchengeouhren rechtzeitig entrichtei hat. ersireckt sich dieser 
' — I internationale Recherchenbericht auf alte recherchierbaren Ansoriiche der internationalen AnmeWung. 

2. Q]] Da fur alfe recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen ArbeitsauhA/and durchgetiihrt werden konnte. der eine 

zus^tzliche Rechercnengebuhr gerechtferttgt hatte.hat die Internationale Recherchenbehorde njcht zur Zahlung einer solchen 
Gebijhr aufgefordert. 

3. I I Da der Anmeider nur einige der ertorderlichen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' — • internationate Recherchenbencht nur aut die Anspruche der internationalen Anmeldung. fiir die Gebiihren entrichtet worden 

sind. namlich aut die Anspruche Nr. 



4. Der Anmeider hat die erforderitehen zusatziichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet Der internationale Recher- 
chenbencht beschrdnkt sich daher aut die in den Anspruchen zuerst envahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faflt: 



Bemerkungen htnsiehtlich eines WIderspruchs [ [ Die zusatziichen Gebiihren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahtt. 

I I oie Zahiung zusStzlicher GebGhren ertolgte ohne Widerspruch. 
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Internationales AktenzeichenPCT/ DE 98/01409 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Obwohl die Anspriiche 10 (vollig) und 11 (teilweise) sich auf ein 
Verfahren zur Behandlung des menschllchen/tieri schen Korpers beziehen, 
und obwohl der Anspruch 11 (teilweise) sich auf ein 

Diagnostizierverfahren, das am menschl ichen/tieri schen Korper vorgenommen 
wird, bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt un grundete sich auf die 
angefuhrten Mirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffenttichungan. die zur seJben Patentfamilie gehoron 



Int lionales Aktenzaichen 

PCT/DE 98/01409 



Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patentdokument 


Datum der 
VerOtfentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamllie 


Datum der 
Ver6ffentlichur^ 


WO 9429350 A 
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